(19) BUNDESREPU8LIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATEIMTAMT 



© Offenlegungsschrift 
© DE 4219626 A1 



<g) Aktenzeichen: P 42 19 626.4 

(§) Anmeldetag: 16. 6.92 

(43) Offenlegungstag: 23.12.93 



© Int. CI. 5 : 

C12N 15/79 

C07K 15/00 
A 61 K 45/00 



CO 
CM 
CO 

O 
CM 



LU 

Q 



(7l) Anmelder: 

Wehling, Peter, Priv.-Doz. Dr.med,, 4000 Dusseldorf, 
OE 



(§) Erfinder: 

gleich Anmelder 



Der Inhalt dieser Schrift weicht von den am Anmeldetag eingereichten Unterlagen ab 
(§) Methode zur Einschleusung therapeutisch relevanter Gene in Korperzellen 



CO 
CM 
CO 

o> 

CM 



(§) Das Patent betrifft sine neuartige Therapiemethode zur 
Anwendung insbes. bei degenerativen Erkrankungen der 
Wirbelsaule und der Nerven, bei der entweder 

1) therapeutische Gene mine Is Vektoren direkt in Korperzel- 
len (in vivo) eingebracht warden, so daft diese gentechnisch 
veranderten Zellen therapeutische Proteine exprimieren, die 
sie vorher nicht in der Lage waren, herzustellen Oder 

2) Korperzellen aus dem Zielgebiet in vivo entnommen 
werden, diese Zellen in vitro uber Vektoren einen anderen 
Gencode erhalten, und dieser Gencode therapeutische Pro- 
teine exprimiert, die er vorher nicht in dieser Guantitat oder 
Quatitat herstellen konnte und diese gentechntsch verander- 
ten Zellen in den Korper retransplantiert werden. Die 
therapeutischen Gene und Proteine stammen insbesondere 

a aus der Gruppe der Zytokininhibitoren bzw. deren Gencode, 
die betroffenen Zellen stammen v. a. aus der Wirbelsaule 
[ und aus Nerven. 

Die Vektoren fur die therapeutischen Gene sind insbesonde- 
re Retroviren, Adenoviren, Adeno-assozuerte Viren, Herpes- 
viren oder Liposomen. 
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Beschreibung 



1. Einlcitung 

5 

Degenerative Erkrankungen des Bewegungsappara- 
tes insbesondere der WirbelsSule stellen den haufigsten 
Erkrankungstyp des alteren Menschen dar. Nach Unter- 
suchungen des "National Center for Health Statistics* 
leiden annahemd 500 von 1000 Personen uber 65 Jahren io 
an degenerativen Erkrankungen. Die Zahlen durften fiir 
die Bundesrepublik ahnlich hoch liegen. 

Bandscheibe und WirbelsSulengelenke sind Organe, 
die mil Medikamenten schwierig zu erreichen sind. In- 
travendse und orale Verabreichungen von Medikamen- 15 
ten mit potentiell analgetischer und arthrosehemmen- 
der Wirkung erreichen nur bedingt den Bandscheiben- 
raum bzw. den Innenraum arthrotisch veranderter klei- 
nen Wirbelgelenke, da die entsprechenden Strukturen 
verminderten AnschluB an das vaskulare System haben. 20 
Vermindert werden die Gewebespiegel therapeutischer 
Substanzen in der Bandscheibe und den kleinen Wirbel- 
gelenke auBerdem durch die passive Diffusion von den 
Kapillaren in die Bandscheibe bzw. den Gelenkinnen- 
raum. Dabei gilt, daB je grofler das verabreichte Mole- 25 
kiil isu urn so niedriger die Diffusion in diese Zielgebiete 
ist. Der Zugang von groBen therapeutisch wirksamen 
Molekulen (z. B. Proteinen) in diese Areale ist damit 
wesentlich erschwert 

Obwohl intraartikulare und intradiskale Injektionen 30 
einen direkten Zugang von Medikamenten ermoglichen 
und damit die genannten Probleme umgehen, haben 
therapeutisch interessante Substanzen (z. B. IL-1 Anta- 
gonisten) eine kurze Halbwertzeit im Gewebe. Wegen 
der Chronizitat sind viele Injektionen erforderlich. Wie- 35 
derholte Injektionen bergen das Risiko der bakteriellen 
Infektion. 

Bisher ist es daher ublich, systemisch mit hohen Ge- 
webespiegeln zu therapieren, um so eine effektive the- 
rapeutische Dosis in der Zielstruktur (Bandscheibe u. 40 
Wirbelgelenke) zu erlangen. Allgemeine Nebenwirkun- 
gen werden damit begunstigt. 

Das gleiche gilt auch fiir die Therapie von Nervener- 
krankungen. Bedingt durch die Ausbildung der Bluthirn- 
schranke sind Anwendungen groBer therap. Proteine 45 
sehr erschwert. 

2. Gentherapie bei Wirbelsaulenerkrankungen 

Das grundlegende therapeutische Konzept des mole- 50 
kularbiologischen Ansatzes des Patentes liegt darin, den 
Gencode der Chondrozyten, Fibroblasten und Nerven- 
zellen der Wirbelsaule so zu verandern, daB diese Zellen 
Proteine mit therapeutischen Eigenschaften synthetisie- 
ren (Beispiel Wirbelgelenke Abb. 1). lm Falle der Ex- 55 
pression der Gene synthetisieren und sezernieren Chon- 
drozyten, Neurone und Fibroblasten antiinflammatori- 
sche und analgetische Molekule in den Bandscheiben- 
raum oder in den Gelenkinnenraum. 

Durch diesen Zugang kann das Repertoire der z.Z. 60 
therapeutisch genutzten relativ kleinen Molekule auf 
neue groBere Proteine ausgeweitet werden. Dies w&re 
von Vorteil, da einige Proteine (z. B. Hemmstoffe der 
Zytokine) Eigenschaften aufweisen, die sie fur die o.g. 
Erkrankungen favorisieren. Wegen ihrer GroBe, 65 
schlechten Penetration in die bradytrophen Gewebe 
und wegen ihrer physiologischen Instabilitat wurden 
bisher solche Substanzen auf ihren praktischen thera- 



peutischen Nutzen nur wenig untersucht 

Der jetzige wissenschaftliche Stand in der Diskussion 
der biochemischen Verursachung degenerativer Er- 
krankungen des Bewegungsapparates laBt den SchluB 
zu, daB lnterleukin-1 (IL-1) der entscheidende Mediator 
der pathologischen Veranderungen ist (3, 10). IL-1 ruft 
synoviale Entzundung, Knorpelverlust und Knochenre- 
sorption hervor (2, 5, 6, 7). In tierexperimentellen Unter- 
suchungen konnte gezeigt werden, daB Antikorper ge- 
gen IL-1 den Auspragungsgrad der experimentellen Ar- 
thritis wesentlich abschwachen (10). Auch erste klini- 
sche Untersuchungen zur Behandlung der Arthrose mit 
IL-1 Rezeptorantagonisten (IRAP) erscheinen vielver- 
sprechend(l, 4). Im Zusammenhang degenerativer Wir- 
belsaulenerkrankungen ist das Zusammenspiel der ln- 
terleukine mit dem peripheren Nervensystem von be- 
sonderem Interesse (9). 

Mit Blick auf diesen Hintergrund wird vom Erfinder 
vorgeschlagen, ein Gentransfersystem bei degenerati- 
ven Wirbelsaulenerkrankungen und degenerativen 
Nervenerkrankungen einzufuhren,das insbesondere die 
Wirkungen von IL-1 mit einem neuartigen Gentransfer- 
system anatagonisiert Dabei konnte entweder das Gen 
fiir IRAP oder fiir einen IL-1 Rczeptor in Fibroblasten, 
Chondrozyten und Neuroneh codiert werden. Mit die- 
sem gentechnischen Transfersystem lassen sich aber 
auch zusatzliche oder alternative Gene fur andere the- 
rapeutische Proteine in die Wirbelgelenke, Ncrven oder 
in den Bandscheibenraum einbringen. 

3. Strategien des Gentransfers 

2 verschiedene Systeme werden vom Erfinder vorge- 
schlagen(Abb, 2). 

Der direkte Zugang wird durch Injektion eines Vek- 
tors in die kleinen Wirbelgelenke, in die Bandscheibe 
oder in den peripheren Nerven moglich, der Fibrobla- 
sten, Chondrozyten und Nervenzeilen in situ ubertragt 
(linke Seite Abb. 2> 

Beim indirekten Zugang wird Bandscheibengewebe, 
Fibroblasten und Chondrozyten der kleinen Wirbelge- 
lenke oder Nerv entnommen, diese Zellen in vitro ver- 
andert und in das Entnahmegebiet retransplantiert 
(rechte Seite Abb. 2). 

Mit Hinblick auf die Entwicklung in der Endoskopie 
erscheint der indirekte Zugang fur einen chirurgisch kli- 
nischen Einsatz besonders elegant, wahrend der direkte 
Zugang technisch einfacher durchzufiihren ist und eine 
allgemeine klinische Anwendung damit erleichtert wird. 

Der direkte Zugang wird aber durch die Unfahigkeit 
des retroviralen Vektors erschwert, ruhende Zellen in 
situ zu infizieren, da Retroviren Zellteilung zur Infek- 
tion benotigen. Allerdings kann die Zellteilung durch 
Entzundung, Verletzung oder partielle Gewebeentnah- 
me selbst angeregt werden. Andere Vektoren (z. B. Ade- 
noviren, Adeno-assoziierte Viren oder Herpesviren) in- 
fizieren auch nicht teilende Zellen, so daB diese Vekto- 
ren die vorgenannten Probleme umgehen konnten. 

Beim jetzigen Stand der Entwicklung ist zu erwarten, 
daB der indirekte Zugang als effektiver anzusehen ist, da 
die Kotransduktion eines selektiven Markers eine Iden- 
tifikation teilender Zellen ermoglicht 

4, Experimente 

Nach Entnahme der Fibroblasten, Chondrozyten und 
Nerven aus den kleinen Wirbelgelenken, der Bandschei- 
be und dem Nervenkanal im Tierexperiment wurden die 
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angelegten Zetlkulturen mit einem Retrovirus infiziert 
(BAG-Virus oder MFGLac-Z Virus) der Marker Gene 
fur B-Galactosidase (lac Z) enthalt und gegenuber dem 
Neomycin Analog (G 418 neo + ) resistent ist. 

Diese neo-selektierten Zellen (Menge 10 6 ) wurden in 5 
den ursprunglichen Gewebebereich (Bandscheibe, klei- 
ne Wirbelgelenke und Nerv) retransplantiert, um die 
Persistenz und Expression dieser Gene in ihrer naturli- 
chen Umgebung in vivo zu untersuchen. 

12 Wochen nach Transplantation (s. Abb. 3 Histolo- 10 
gie) konnte ein Oberleben dieser gentechnisch veran- 
derten Zellen in ihrer naturlichen Umgebung beobach- 
tet werden, erkennbar an der dunkelblauen Farbung der 
Zellen. Es zeigte sich auBerdem eine regelrechte Kolo- 
nisation. Aus dem dann wieder entnommenen Gewebe 15 
konnten diese veranderten Zellen in vitro erneut unter- 
sucht werden. Eine AbstoBungsreaktion zeigte sich 
nicht. Die Experimente zeigen eindeutig, dafl ein Mar- 
ker-Gen in diese Zellen eingebracht werden kann, das 
sich in situ exprimieren kann. 20 

AuBerdem gelang es bei Fibroblasten, Chondrozyten 
und Neuronen den Gen-Code fur einen Interleukin-l 
Rezeptorantagonisten in einen Retrovirus zu inkorpo- 
rieren. Die Zellen, die mit diesem Virus infiziert wurden, 
waren in der Lage, Interleukin-l Rezeptor Antagonisten 25 
zu produzieren. 

5. Klinische Perspektive 

Durch die gentechnisch mogliche Veranderung der 30 
Eigenschaften der Fibroblasten, Nervenzellen und 
Chondrozyten ergibt sich eine neuartige Strategie in der 
Behandlung schmerzhafter degenerativer Erkrankun- 
gen der Bandscheibe (Abb. 5), des Nerven (Abb. 4) und 
der kleinen Wirbelgelenke (Abb. 5). 35 

Beim jetzigen Stand miissen die beschriebenen Ver- 
fahren verfeinert, ausgeweitet und auf ihre Sicherheit in 
groBeren Serien untersucht werden. 

Besonders interessant erscheint therapeutisch die 
Moglichkeit, Gene mit antagonisierender Wirkung von 40 
IL-1 zu transduzieren. 

Die o.g. gentechnologischen Verfahren in Verbindung 
mit Transplantationstechniken aus der Endoskopie(z. B. 
transarthroskopische Synovektomie und Diskektomie) 
werden einen innovativen Schub in der Behandlung die- 45 
ser Erkrankungen erwartcn lassen. 

Da es sich bei dem Patentgegenstand prinzipiell um 
eine somatische Gentherapie handelt, ist ein VerstoB 
gegen ethische Normen nicht gegeben. 

Abb. I Das grundlegende therapeutische Konzept 50 
des moiekularbiologischen Ansatzes liegt darin, den 
Gencode der Chondrozyten und der Fibroblasten der 
kleinen Wirbelgelenke und der Bandscheibe so zu ver- 
andern, daB diese Zellen Proteine mit therapeutischen 
Eigenschaften synthetisieren. Im Falle der Expression 55 
der Gene synthetisieren und sezernieren Chondrozyten 
und Fibroblasten (wie hier dargestellt) antiinflammato- 
rische und analgetische Molekule in den Gelenkinnen- 
raum. 

Abb. 2 direkter und indirekter Zugang am Beispiel 60 
der kleinen Wirbelgelenke. 

Der direkte Zugang wird durch Injektion eines Vek- 
tors in die kleinen Wirbelgelenke, in die Bandscheibe 
oder in den peripheren Nerven mOglich, der Fibrobla- 
sten, Chondrozyten und Nervenzellen in situ iibertragt 65 
(linke Seite Abb. 2). 

Beim indirekten Zugang wird Bandscheibengewebe, 
Fibroblasten und Chondrozyten der kleinen Wirbelge- 
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lenke oder Nerv entnommen, diese Zellen in vitro ver- 
andert und in das Entnahmegebiet retransplantiert 
(rechte Seite Abb. 2). 

Abb. 3 (Histologic): Histologische Darstellung von 
Fibroblasten der Bandscheibe des Kaninchen nach 
Transplantation gentechnisch verandener Zellen. Die 
dunkel gefarbten Gewebeanteile entsprechen Fibrobla- 
sten, die zuvor auBerhalb des ICniegelenkes gentech- 
nisch ver&ndert und retransplantiert wurden. 

12 Wochen nach Transplantation (s. Abb. 3 Histolo- 
gic) konnte ein Oberleben dieser gentechnisch veran- 
derten Zellen in ihrer naturlichen Umgebung beobach- 
tet werden, erkennbar an der dunkelblauen Farbung der 
Zellen. Es zeigte sich auBerdem eine regelrechte Kolo- 
nisation. Aus dem dann wieder entnommenen Gewebe 
konnten diese veranderten Zellen in vitro erneut unter- 
sucht werden. Eine AbstoBungsreaktion zeigte sich 
nicht Die Experimente zeigen eindeutig, daB ein Mar- 
ker-Gen in diese Zellen eingebracht werden kann, das 
sich in situ exprimieren kann. 

Abb. 4 Nerv: Anwendung der Erfindung bei Erkran- 
kungen des Nerven. Therapeutische Gene werden in 
Makrophagen oder in Fibroblasten eingebracht, die 
dann therapeutische Proteine exprimieren. 

Abb. 5 Wirbelsaule: Bildliche Darstellung der Anwen- 
dung der Erfindung, Moglichkeiten des Gentransfers an 
der Wirbelsaule (s. Text). 
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5 

1. Methode eines Gentransfersystems zur Ein- 
schleusung therapeutischer Gene mittels Vektoren 
in Kdrperzellen und anschlieflender davon abhan- 
giger Expression therapeutischer Proteine und Se- 
kretion dieser therapeutischen Proteine in den ex- io 
trazellularen Bereich durch die gentechnisch veran- 
derten Korperzellen. 

2. Methode nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nete daB die Korperzellen Nervenzellen, immun- 
kompetente Zellen, mesenchymale oder ektoder- 15 
male Zellen sind. 

3. Methode nach Anspruch 1 oder 2 t dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Kdrperzellen periphere Ner- 
venzellen, Makrophagen, Lyrnphozyten, Fibrobla- 
sten, Chondrozyten sind. 20 

4. Methode nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die exprimienen therapeutischen 
Proteine entzundungshemmende, schmerzstillende, 
regenerierende, immunsteigernde, hypotensive, an- 
tidegenerative und antiarthrotische Eigenschaften 25 
aufweisen. 

5. Methode nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die exprimienen therapeutischen 
Proteine zur Gruppe der Zytokine, seiner Inhibito- 
ren, zur Gruppe der Opiate, zur Gruppe der Pro- 30 
stagtandine und deren Hemmstoffe gehoren. 

6. Methode nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die exprimierten therapeutischen 
Proteine zur Gruppe der Interleukininhibitoren ge- 
horen. 35 

7. Methode nach Anspruch I bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die exprimierten therapeutischen 
Proteine zur Gruppe der Interleukin-t Inhibitoren 
gehoren. 

8. Methode nach Anspruch 1 — 7, dadurch gekenn- 40 
zeichnet, daB die Gene durch einen Vektor in vivo 
direkt in das Zellgebiet eingebracht werden, und 
das der Vektor zur Gruppe der Retroviren, Adeno- 
viren, Adeno-assoziierte Viren, Herpesviren oder 
Liposomen gehort 45 

9. Methode nach Anspruch 1 —8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die zu verandernden Zellen aus dern 
Korper transplantiert werden, die teilungsfahigen 
Korperzellen in vitro selektioniert werden, die Ge- 
ne durch einen Vektor in vitro direkt in die Zellen 50 
eingebracht werden, und daB der Vektor aus der 
Gruppe der Retroviren, Adenoviren, Adeno-asso- 
ziierte Viren, Herpesviren oder Liposomen gehdrt , 
und daB diese gentechnisch veranderten Zellen in 
den Korper retransplantiert werden und therapeu- 55 
tische Proteine exprimieren und in den extrazellu- 
laren Bereich sezernieren. 

10. Methode nach Anspruch 1 —9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB insbesondere degenerative Erkran- 
kungen der Wirbelsaule und der Nerven Gegen- 60 
stand der erfundenen Methode sind 
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